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1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 
14 February 2001 (14.02.01) 

J in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X | was 

| | was not 



made before the expiration of 1 9 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 
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VERTRAG U^fe DIE INTERNATIONALE ZU^MMENARBEIT AUF DEM 



GEBIET DES PATENT) 

PCT 

INTERNATIONAL^ VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICH* 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) J / £ 




Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
22491 P WO 


siehe Mitteilung uber die Obersendung des international 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/06832 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
17/07/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
15/07/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
G01N33/58 


Anmelder 

PRESENS PRECISION SENSING GMBH et al 



1. Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 4 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zelchnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 1 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Ertindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 




VII 


□ 


VIII 





Datum der Einreichung des Antrags 
14/02/2001 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
19.07.2001 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Cuendet, P 

Tel. Nr. +49 89 2399 8690 
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Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/06832 



I. Grundlage des Berichts 

1. Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, getten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm nicht beigefugt, we/1 sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70. 1 7))\ 
Beschreibung, Seiten: 

1- 18 ursprungliche Fassung 
Patentanspruche, Nr.: 

2- 27 ursprungliche Fassung 

1 eingegangen am 05/03/2001 mit Schreiben vom 05/03/2001 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/06832 



□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unterPunkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerbiichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1 -27 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-27 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -27 

Nein: Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1 . Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 

und /oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 

VIII- Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/06832 
PRUFUNGSBERICHT - BE1BLATT 

1) . Praambel 

Im Stand der Technik waren lumineszierende Mikro- und Nanopartikel bekannt; s. 
D1: WO-A-99/06821, S.9. 

2) . Punkt V.2. 

Mikro- und Nanopartikel gemass Anspruchl werden in dem im Recherchenbericht 
genannten Stand der Technik (inkl. D1) jedoch nicht genannt, s. auch Analyse des 
Anmelders vom 4.2.01 . Der nachstliegende Stand der Technik ist D1 ; D1 wird in 
der vorliegenden Beschreibung gewtirdigt, s. S.2. 

Neuheit: In D1 werden Materialien genannt, "die fur Gase nicht zuganglich sind" 
(s.S.13, Z.3). Damit wird nicht bestatigt, dass "durch Einbau in ein Polymer" der 
Leuchtstoff gemass D1 von den gasformigen Parametern der Umgebung wirklich 
abschirmt war. Auch steht in D1 nicht, (s.D1 , S.9, Z.8 plus in Abwesenheit eines 
Herstellungsverfahrens), dass der Leuchtstoff in diesen Mikro- und Nanopartikel 
abgeschirmt ist. Demnach scheinen der vorliegende Anspruch 1/die 
diesbezuglichen Verwendungs- und Herstellungsanspruche, neu zu sein. 

Erfinderische Tatigkeit: In D1 sind die in der vorliegenden Anmeldung genannten 
Matrixmaterialien nicht genannt (s.Anmeldung S.6 und 7). Demnach konnten die 
lumineszierenden Mikro- und Nanopartikel von D1 nicht, in naheliegender Weise, 
die beanspruchte Abschirmung implizieren. 

3) . Punkt VIII. 

Der in den Anspruchen 1 und 2 benutzte Ausdruck "im Wesentlichen" ist vage und 
unklar und lasst den Leser uber die Bedeutung des betreffenden technischen 
Merkmals im Ungewissen. Dies hat zur Folge, daB die Definition des Gegen- 
stands dieser Anspruche nicht klar ist (Artikel 6 PCT). 

Kommentar: Der Ausdruck "gasformigen" im Kontext des Anspruchs 1 scheint 
durch S.6, 2. Abschnitt, gestutzt zu sein. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 
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- 19 - 
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Anspruche 



Lumineszierende Mikro- und Nanopartikel, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie lumineszierende Substanzen mit langen 
Lumineszenzabklingzeiten enthalten und wobei die lumineszierenden 
Substanzen gegenuber chemischen, biochemischen und gasformigen 
Parametern der Umgebung im Wesentlichen abgeschirmt sind. 



Pnntetf:28-03-2001< 



PATENT COOPERATION ijtfLATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
2249 IP WO 


pod niDTuro attiow See Notification of Transmittal of International 
ACIIUIN Preliminary Exarnination Report (Form PC T/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/EP00/06832 


International filing date (day/montli/year) 
17 July 2000(17.07.00) 


Priority date {day/ month/year) 

15 July 1999(15.07.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
GOIN 33/58 


Applicant f 

PRESENS PRECISION SENSING GMBH 



1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



1 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability- 
citations and explanations supporting such statement 

VI Certain documents cited 

VII | | Certain defects in the international application 
VHI 1 | Certain observations on the international application 



I 

n □ 

in □ 

iv □ 

V 



Date of submission of the demand 

14 February 2001 (14.02.01) 


Date of completion of this report 

19 July 2001 (19.07.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL1PELIMINARY EXAMINATION REPOR 



International application No. 

PCT/EP00/06832 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as ' originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| "I the international application as originally filed. 

^ the description, pages M8 y as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of . , 

pages , filed with the letter of _ ■ 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



2-27 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



05 March 2001 (05.03.2001) 



[ 1 the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



3 I"! ™ s re P ort nas been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONALE LIMINARY EXAMINATION REPO 



International application No. 
PCT/EP 00/06832 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1. Statement 

Novelty (N) Claims 

Claims 

Inventive step (IS) Claims 

Claims 

Industrial applicability (IA) Claims 

Claims 

2. Citations and explanations 

Luminescent micro- and nanoparticles are known in the prior art (see Box VI). 
However, micro- and nanoparticles according to Claim 1 are not indicated in the prior 
art cited in the search report (including Dl) (see also the applicant's analysis dated 
4 February 2001). The closest prior art is Dl; Dl is acknowledged in the present 
description (see page 2). 

Novelty: In Dl are indicated materials "that are inaccessible to gases" (page 13, line 
3). This does not confirm that "by incorporating in a polymer," the luminescent 
material according to Dl was actually shielded from the gaseous parameters of the 
environment. Dl also does not state (see Dl, page 9, line 8 onward, in the absence of 
a production method) that the luminescent material in these micro- and nanoparticles is 
shielded. Thus the present Claim 1 and its associated use and production claims 
appear to be novel. 

Inventive Step: The matrix materials indicated in the present application are not 
indicated in Dl (see application, pages 6 and 7). Thus the luminescent material micro- 
and nanoparticles in Dl could not suggest the claimed shielding in an obvious manner. 



1-27 



1-27 



1-27 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONA 



LIMINARY EXAMINATION REPOR 



International application No. 
PCT/EP 00/06832 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: VI. 

Preamble: 

Luminescent micro- and nanoparticles were indicated in the prior art (see Dl : WO-A- 
99/06821, page 9). 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



INTERNATIONA 



♦ 



LIMINARY EXAMINATION REPOR 



International application No. 
PCT/EP 00/06832 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

The expression "essentially," which is used in Claims 1 and 2, is vague and unclear and 
leaves the reader uncertain of the significance of the technical feature to which it refers. 
As a result, the definition of the subject matter of these claims is not clear (PCT Article 
6). 



Commentary: The expression "gaseous" in the context of Claim 1 appears to be 
supported by page 6, second paragraph. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



FUfk UBER DIE INTERNATIONALE ZUSfi 
■P^UF DEM GEBIET DES PATEN^H 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



AMM EN ARBEIT 
SENS 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

22491P WO 


WEITERES siehe Mitteilung iiber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Form blatt PCT/ISA/220) sowie, sowelt 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/06832 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

17/07/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

15/07/1999 


Anmelder 

PRESENS PRECISION SENSING GMBH 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemafB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt 3 Blatter. 

[T] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. 



Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefiihrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefiihrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Rec herche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefiihrt worden, das 
j | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

[ | zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht Liber den Often barungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

\_ j Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

2. ^] Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. | Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
[ J wurde der Wortlaut von der BehGrde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentlichen: Abb. Nr. — 



j j wie vom Anmelder vorgeschlagen j | keinederAbb. 

j j weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 

|_j weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/iSA/210 (Blatt 1 ) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



| Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/06832 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMi^SUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G01N33/58 G01N33/96 



Nach der Internationalen Pate ntklassifikat ion (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikatlonssymbole ) 

IPK 7 G01N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, CHEM ABS Data 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 99 06821 A (KLIMANT INGO) 

11. Februar 1999 (1999-02-11) 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 8, Zeile 18 -Seite 9, Zeile 22 

Seite 14, Zeile 5 - Zeile 17 

W0 95 14928 A (SYNTEX INC) 
1. Juni 1995 (1995-06-01) 



Anspruche 1,3 

GB 2 132 348 A (UNIV VIRGINIA) 
4. Jul i 1984 (1984-07-04) 
Anspruche 5,9,11-14 



I- 7, 

II- 13,22 



1-5, 

8-10,14, 
15, 

19-21,23 



1-5 



_/__ 



S 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Fetd C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

'A' Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

'L* Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O' Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

■P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

•X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

■Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer Oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 
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Claims 

AMENDED CLAIMS 
[filed at the International Bureau on Fjebruary 24, 2001 
(02.24.01); original claims 1-2*/ replaced by 
amended claims 1-27 (6 /pages] 

2. The particle as claimed in claim 1, 
characterized in that / 

one or more luminescence properties of said 
luminescent substances, / which are in particular 
selected from the gry&up consisting of quantum 
yield, spectral characteristics, luminescence 
decay time and anisotropy, are essentially 
independent of the particular environment. 

3. The particle as cl/aimed in clair^ -l— ocg^g , 
characterized in /that 

the luminescent substances are metal /ligand 
complexes of ruthenium(II) , osmium(II) rhenium(I), 
iridium(III) yfc)latinum(II) and palladium(II) as 
central atomy 

4. The particle as claimed in claim 3, 
characterised in that 

the luminescent substances are complexes with 2- 
or 3-derytate polypyridyl ligands such as 2,2'- 
bipyridine, bipyrazine, phenanthroline, terpyridyl 
or derivatives thereof as ligands. 

5. The particle as claimed in Q .i thpr^TT^ffll Qir^o 3 
characterized in that 

the /Luminescent compounds are the tris complexes 
of / ruthenium (II) with 2 , 2 ' -bipyridyl , 1,10- 
phdhanthroline, 4 , 4-diphenyl-2 , 2 ' -bipyridyl and 
4 ,^-diphenyl-l, 10 -phenanthroline as ligands. 
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The particle as claimed in claim^L % , 
characterized in that 

the luminescent substances are carboAyl complexes 
of Re (I) with additional diimine lagands such as 
derivatives of 2 , 2 ' -bipyridy/ and 1,10- 
phenanthroline . 

The particle as claimed in ola-pfrrv £ -or 
characterized in that 
10 the luminescent compounds af*e porphyrin complexes 

of Pt(II) and Pd(II) as central atoms. 

The particle as claimed xh any - of^laimo 1 t , 
characterized in that 
15 it contains an organic Xpolymer which distinguishes 

itself by low absorpt/on of water or/and minimum 
ga s permeabi 1 i ty . 

9. The particle as claimed in claim 8, 
2 0 characterized in thfat 

it contains an Organic polymer from the group 
consisting of polyacryloni trile , poly (meth) acrylic 
copolymers, polyvinyl chlorides or polyvinylidene 
chlorides and copolymers thereof . 

25 

10. The particle cfs claimed in claim 9, 
characterized in that 

it contains /polyacrylonitrile or polyacryloni trile 
copolymers,/ in particular copolymers with acrylic 
30 acid, acrylic amines or/and acrylic esters. 

11. The particle as claimed in a*±y u £ ^laiius 1^7 , 
characterized in that 

it contains a glass which is essentially free of 
35 micropores . 

12. The particle as claimed in claim 11, 
characterized in that 
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it contains a glass which has been produced 
according to a sol/gel process. 

13. The particle as claimed in olaim^ll 03^ - ia , 
characterized in that 

it contains a sol/gel glass which has been 
prepared from silicon, titanium, /zirconium or/and 
tin tetraalcoholates . 

The particle as claimed in ^ in^ of c^a i mc 1 1 13 , 
characterized in that 
its surface has been modified by reactive groups 
such as amino; epoxy, /hydroxyl, thiol or/and 
carboxyl groups which malke possible the covalent 
coupling of luminescent indicators or/and 
biomolecules . 

15. The particle as claimed in claim 14, 
characterized in that 

it contains luminescent indicators or/and 
biomolecules coval/ently coupled to its surface. 




16 



A method for preparing luminesc^t^ ^jnicro- and 

nanoparticles as claimed in any - of c| - laimG — § — iHS, 

wherein the particles are precipitated from a 
polymer solutyion in which the luminescent compound 
is present /in soluble form by adding a liquid 
dropwise, with the liquid being miscible with the 
polymer solvent but causing a reduction in the 
solubility of the polymer. 



35 



17. The method as claimed in claim 15, wherein the 
particlyes are precipitated from a solution 
comprising dimethyl formamide and polyacrylonitrile 
or polyacrylonitrile copolymer, in which the 
luminescent compound is present in soluble form, 
by adding water or an aqueous solution dropwise. 
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The method as claimed in c f hrim^l g — err — 3r?, whe; 
the particle diameter is adjusted by varyii 
polymer content of the solution. 



an 
the 



A method for preparing luminescent^m^ro- and 
nanoparticles as claimed in any of — oiiaims — 8 10 , 
wherein the luminescent compound is/ incorporated 
by diffusion from a solvent (mixtur^O into already 
prefabricated particles, 

A method for preparing lumir^scen^^mic^o- and 
nanoparticles as claimed in any of ^laims — 
wherein the particles are formed by spraying a 
polymer solution in which the luminescent compound 
is present in soluble form/and evaporation of the 
solvent . 

The method as claimed /in claim 20, wherein the 
particle diameter is / adjusted by varying the 
polymer content of the/ spray solution. 

A method for prepari^^luminescent microparticles 
as claimed in any / of — e^axrrrs — Il-^IO -, wherein the 
luminescent compound is incorporated into 
compressed monolithic sol/gel glasses which are 
subsequently ground and fractionated according to 
size, 

The use off the luminescent micro- and 
nanoparticles/ as claimed in asy — e-£ — ^Ladmo — 1 — = — 3r4 
for labeling and luminometric detection of 
biomolecule? from the group consisting of toxins, 
hormones, /lormone receptors, peptides, proteins, 
lectins, / oligonucleotides, nucleic acids, 

antibodies, antigens, viruses and bacteria. 



The u/fee of the luminescen^^cro- and 
nanoparticles as claimed in any — of claims — 1 14 
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as reference standards of fluorescence 
signals in f luorimetric assays. 



mtensity 



The use as claimed in claim 23, v^erein addition 
of the standard to the sampZe converts the 
intensity information into a ph^e signal or/and a 
time-dependent parameter. 

The use of the luminescent j^cr^- and 
nanoparticles as claimed An any — of cljjiimc — 1— — 3r4 
for referencing the luminescence intensity signal 
of optical luminescence sensors, wherein the 
; particles are immobilized to a solid phase 
together with a luminescent indicator. 



A method for L6minometric determination of a 
biochemical or / chemical parameter using two 
different luminescent dyes which have different 
decay times and/the time or phase characteristics of 
the resulting 'luminescent response are used for 
generating A reference parameter for determination 
of said parameter, with the first luminescent dye 
corresponding to said parameter at least with 
respect /to luminescence intensity and the second 
one nojt corresponding to said parameter at least 
with / respect . to luminescence intensity and 
luminescence decay time 
characterized in that 

second luminescent dye is^ised in the form of 
particles as claimed in any of claims— 1*- 15 . 
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Claims 

A luminescent micro- cxf nanoparticle, 
characterized in 

it contains luminescent substances having long 
luminescence d^cay times and said luminescent 
substances arj£ essentially shielded from ambient 
chemical, biochemical and gaseous parameters. 
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Herstellung und Anwendung von Iumineszierenden Mikro- und Nanopartikeln 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Zusammensetzung, Herstellung und Verwendung 
von Iumineszierenden Mikro- und Nanopartikeln mit langlebiger 
Lumineszenz. Diese Partikel konnen entweder als interne Standards zur 
Referenzierung von Fluoreszenz- oder Phosphoreszenzsignalen 
(Lumineszenzsignalen) oder als Marker zur Markierung und Detektion von 
Biomolekulen verwendet werden. Langlebige Luminenzfarbstoffe werden in 
inerter Form in feste Materialien eingebaut, das heiBt vom EinfluB 
chemischer und biologischer Substanzen in gasfdrmigen und wassrigen 
Proben abgeschirmt. In dieser eingebauten Form bieiben die 
photophysikalischen Eigenschaften der Farbstoffe (spektrale Charakteristik, 
Lumineszenzabklingzeit und Lumineszenzanisotropie) von wechselnden 
Probenparametern unbeeinflu&t. 

Als Einbaumatrix werden insbesondere dichte anorganische Materialien oder 
organische Polymere ausgewahlt, die aufgrund ihrer Struktur die Aufnahme 
von Biomolekulen kleinen neutralen Molekulen sowie ionischen Substanzen 
ausschlieSen. Insbesondere der storende EinfluB von molekularem 
Sauerstoff , einem effizienten Fluoreszenz- oder Phosphoreszenzl6scher # auf 
die Lumineszenzmessungen wird auf diese Weise ausgeschlossen bzw. 
stark reduziert- Die Oberflache der Nano- und Mikropartikel kann mit 
reaktiven chemischen Gruppen versehen sein, um die kovalente Kopplung 
von Biomolekulen oder/und Iumineszierenden Indikator-Farbstoffen zu 
ermdglichen. Ferner kann die Oberflache mit chemischen Gruppen versehen 
sein, um das Aggregieren der Partikel zu verhindern. 

Die Messung der Lumineszenz ist eine weit verbreitete Methode in der Bio- 
und Chemoanalytik. Ihre Attraktivitat verdankt sie ihrer hohen 
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Empfindlichkeit, der Vielseitigkeit sowie der Eliminierung der 
Strahlenbelastung durch radioaktive Markierungsreagenzien. In der Praxis 
werden in der Regel Lumineszenzmarker, die sich durch eine hohe 
Quantenausbeute auszeichnen, eingesetzt. Meist wird die 
Lumineszenzintensitat des Lumineszenzenzmarkers mit dem zu 
bestimmenden Parameter der Probe korreliert. Nachteiiig wirkt sich bei 
solchen Bestimmungsmethoden aus, daB die quantitative Auswertung der 
Lumineszenzintensitat durch eine Vielzahl von Faktoren gestort wird. Dabei 
kann es sich zum einen um Schwankungen im optischen System 
(Strahiungsintensitat der Lichtquelle, Empfindlichkeit des Detektors und 
Transmission des optischen Weges) aber auch um intrinsische optische 
Eigenschaften der Probe (Farbung oder Trubung) handeln. 

Um diese Storeinflusse zu eliminieren bzw. zu verrnindern, benotigt man 
geeignete Methoden zur Referenzierung der Lumineszenzsignale. Eine in 
WO99/06821 (Klimant) beschriebene Methode zum Referenzieren von 
Lumineszenzsignalen beruht darauf, daS zur Probe ein lumineszierender 
Referenzfarbstoff zugegeben wird, der ahnliche (im besten Fall identische) 
spektrale Eigenschaften wie der eigentliche Lumineszenzmarker aufweist. 
In Kombination mit einer Frequenzmodulations- oder zeitaufgelosten 
Lumineszenzmessung wird auf diese Weise die Intensitatsinformation in ein 
Phasensignal oder einen zeitabhangigen Parameter umgewandelt. Um auf 
diese Weise eine fehlerfreie Referenzierung des MeBsignals zu realisieren, 
werden inerte lumineszierende Referenzstandards benotigt, deren 
Lumineszenzeigenschaften von den Probenparametern nicht beeinfluBt 
werden. Dafur kommen zum Beispiel phosphoreszierende anorganische 
Feststoffe wie zum Beispiel mit Cr(III) dotierte Mischoxide in Frage f die in 
gepulverter Form der Probe zugemischt werden konnen. Andererseits 
konnen hierzu auch langlebige Lumineszenzfarbstoffe in Trager aus 
organischen oder anorganischen Materialien eingebaut und der Probe 
zugemischt werden. 
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Eine weitere Art der Storung der quantitativen Auswertung von 
Fluoreszenzintensitatssignalen ist das Auftreten von Eigenfluoreszenz in der 
Probe. Insbesondere naturliche Proben wie Blut Oder Serum konnen eine 
Vieizahl an fluoreszierenden Substanzen aufweisen. Ist die Signalintensitat 
des fluorimetrischen Assays sehr gering, kann durch Eigenfluoreszenz die 
Messung sogar unmoglich sein. Ein verbreitete Methode urn das eigentliche 
Lumineszenzsignal vom unspezifischen Untergrundsignal abzutrennen 
besteht darin, langlebig emittierende Lumineszenzfarbstoffe als Marker zu 
verwenden. Mit Hilfe zeitaufgeloster Lumineszenztechniken ist es moglich, 
das verzogerte MeSsignal zeitlich von der kurzlebigen Untergrundf luoreszenz 
zu trennen. Fur diese Methode werden hauptsachlich phosphoreszierende 
Chelate der Seltenerdenmetalle (insbesondere die des Europium oder 
Terbium) eingesetzt. Diese Farbstoffe besitzen aber den Nachteil, dass sie 
nur mit UV-Lichtquellen angeregt werden konnen. AuBerdem sind die 
verwendeten Chelate in geloster Form in wassrigen Systemen haufig 
instabil, d.h. es kommtzu Ligandenverlust. Als langlebige Marker kommen 
potentiell aber auch lumineszierende Metall-Ligand-Komplexe, insbesondere 
mit Ruthenium(II) als Zentralatom in Frage. Werden diese Farbstoffe in 
geloster Form wassrigen Systemen zugegeben, wird deren Lumineszenz in 
der Regel durch molekularen Sauerstoff, starke Oxidationsmittel oder 
Reduktionsmittel geloscht. 

Weiterhin konnen auch Lumineszenzindikatoren, beispielsweise zur 
Bestimmung des pH-Werts r der Konzentration bzw. Aktivitat von lonen oder 
kleinen Molekulen, eingesetzt werden, deren Lumineszenzintensitat durch 
direkte oder indirekte Wechselwirkung mit dem zu bestimmenden 
Parameter, z.B. durch Reaktion mit einem Analyten oder als Transducer, von 
der Konzentration bzw, Aktivitat des zu bestimmenden Parameters, z.B. 
eines Analyten oder des pH-Werts, abhangt. 

Fur alle genannten Methoden ist es unbedingt notwendig, daB die 
photophysikalischen Eigenschaften des Lumineszenzfarbstoffs nicht von den 
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Probenparametern beeinflu&t werden. Werden solche Farbstoffe der Probe 
im geldsten Zustand zugegeben oder mit der Probe in zumindest indirekten 
Kontaktgebracht, sind diese Voraussetzungen nicht gegeben. Insbesondere 
Fluoreszenz- oder Phosphoreszenzldschungen durch molekularen Sauerstoff 
sowie oxidative und reduktive Loscher bewirken Fehlinterpretationen des 
MeRsignais. 

Um inerte langlebige Lumineszenzmarker und Lumineszenzfarbstoffe zur 
Referenzierung der Lumineszenzintensitat von Lumineszenzindikatoren zur 
Verfugung zu haben, mussen die Lumineszenzfarbstoffe in feste Materialien 
eingebaut werden, damit sie mit der Probe nicht in Wechselwirkung treten 
konnen. 

Die vorliegende Anmeldung beschreibt sowohl neue lumineszierende Mikro- 
und Nanopartikel, deren lumineszenze Eigenschaften nicht oder nur gering 
von der Zusammensetzung der Probe abhangen, als auch Verfahren zu 
deren Herstellung. Es werden auSerdem Anwendungsmoglichke'rten der in 
Form von Nano- und Mikropartikeln voriiegenden Lumineszenzmarker bzw. 
Lumineszenzfarstoffe zur Referenzierung der Lumineszenzintensitat von 
Lumineszenzindikatoren beschrieben. 

Ein Gegenstand der Anmeldung sind daher lumineszierende, insbesondere 
phosphoreszierende Mikro- und Nanopartikel, die lumineszierende 
Substanzen, z.B. Metall-Liganden-Komplexe mit langen 
Lumineszenzabklingzeiten in einer festen Matrix enthalten, so dass sie 
gegenuber chemischen Parametern. der Umgebung, z.B. einer Probe, 
abgeschirmt sind und deren Lumineszenzeigenschaften wie etwa 
Quantenausbeute, spektrale Eigenschaften, Lumineszenzabklingzeit 
oder/und Anisotropic von der jeweiligen Umgebung, z.B. der jeweiligen 
Probenzusammensetzung, im Wesentlichen unabhangig sind. 
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"Unabhangig" im Sinne der gegenstandlichen Anmeldung bedeutet, dass die 
Abhangigkeit der Lumineszenzabklingzeit und ggf. weiterer 
Lumineszenzeigenschaften vom p0 2 und ggf. anderen storenden Substanzen 
der Umgebung der in den erfindungsgemaSen Partikeln voriiegenden 
Lumineszenzfarbstoffe, welche sich in zumindest in indirektem Kontakt mit 
der Probe befinden, geringer ist als die Abhangigkeit der 
Lumineszenzabklingzeit und ggf. weiteren Lumineszenzeigenschaften der 
entsprechenden Farbstoffe, welche sich, ohne die erfindungsgemaBe 
Abschirmung, in zumindest indirektem Kontakt mit der Probe befinden. 
Vorzugsweise ist die Lumineszenzabklingzeit der in den erfindungsgemaBen 
Partikeln voriiegenden Lumineszenzfarbstoffe in luftgesattigter Umgebung 
um hochstens 20% f besonders bevorzugt um hochstens 15% und am 
meisten bevorzugt um hochstens 10% geringer als in 0 2 -freier Umgebung, 
jeweils bei Raumtemperatur. Ohne Abschirmung wird hingegen eine 
Abnahme der Lumineszenzabklingzeit um deutlich mehr als 80% in 
luftgesattigter Umgebung gegenuber einer 0 2 -freien Umgebung gefunden. 

Die lumineszierenden Metall-Liganden-Komplexe sind vorzugsweise 
Verbindungen von Ubergangsmetallen wie Ruthenium(ll), Osmium(II), 
Rhenium(I), iridium(UI), Platin(ll) und Palladium(ll) als Zentralatom. Die 
Komplexliganden werden vorzugsweise aus zwei- oder/und dreizahnigen 
Liganden mit N-Heterozyklen, beispieisweise Polypyridyl-Liganden wie etwa 
2 f 2'-Bipyridin, Bipyrazin, Phenanthrolin, Terpyridil oder deren Abkommlingen 
ausgewahlt. Besonders bevorzugte Beispiele von Metall-Liganden- 
Komplexen sind die Triskomplexe von Ruthenium(ll) mit 2 r 2'-Bipyridyl, 1,10- 
phenanthrolin, 4,4-Diphenyl-2,2 r -bipyridyl und 4,7-Diphenyl-1 , 1 0- 
Phenanthrolin als Liganden. Weiterhin besonders bevorzugt sind 
Carbonylkomplexe von Re(l) mit zusatzlichen Poly-N-heterozykiischen 
Liganden wie etwa 2,2'-Bipyridyl und 1,10- phenanthrolin oder 
Abkommlingen davon. Ebenfalls bevorzugt sind als Metall-Liganden- 
Komplexe die Porphyrinkomplexe von Pt(ll) oder Pd(ll) als Zentralatom, die 
sich durch intensive Phosphoreszenz bei Raumtemperatur auszeichnen. Die 
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Lumineszenzabklingzeiten der Verbindungen betragen vorzugsweise > 100 
Nanosekunden, besonders bevorzugt > 400 Nanosekunden. 
ErfindungsgemaS konnen auch Seltenerdmetalle wie beispielsweise die 
Lanthaniden Tb(lll) oder Eu(III) oder andere Substanzen als langlebige 
Lumineszenzfarbstoffe eingesetzt werden. 

Die lumineszierenden Mikro- und Nanopartikel haben vorzugsweise eine 
mittlere GroBe im Bereich von 20 nm bis 10 fjm, besonders bevorzugt von 
50 nm bis 1 //m. Die lumineszierenden Verbindungen werden in Materialien 
eingebaut, die sich durch geringe Permeabilitat (d.h. geringe 
Diffusionskonstanten und geringe Loslichkeit) fur Wasser, loschende 
gasfdrmige Substanzen (z.B. 0 2 ) und Storsubstanzen auszeichnen. Beispiele 
fur geeignete Materialien sind nichtporose Glaser, insbesondere Glaser, die 
nach einem Sol-Gel-Verfahren beispielsweise aus Silizium-, Titan-, 
Zirkonium- oder Zinn-enthaltenden Verbindungen, z.B. Alkoholaten wieetwa 
Zinntetraalkoholaten hergesteilt wurden. 

Die Hersteilung solcher Glaser nach Standardmethoden f uhrt zu Materialien, 
die durch eine mikroporose Struktur gekennzeichnet sind. Eingebaute 
Lumineszenzfarbstoffe sind damit fur geloste Probenbestandteile und 
insbesondere Sauerstoff zuganglich und konnen damit geloscht werden. Die 
in dieser Erfindung beschriebenen Sol-Glaser werden aus diesem Grund 
durch Erhitzen auf eine erhohte Temperatur von z.B. 200 °C in einem 
besonderen Schritt der Hersteilung verdichtet. Nach der Hydrolyse des Sol- 
Gel-Precursors, z.B. Tetramethoxysilan, wird unter Vakuum das 
Losungsmittel abgezogen und das Sol-Gel noch vor der endgultigen 
Vernetzung getrocknet. Auf diese Weise entsteht eine dichte nichtporose 
Glasmatrix. Biomolekule sowie chemische Verbindungen konnen in diese 
dichte Matrix nicht eindringen und beeinflussen damit nicht die 
Lumineszenzeigenschaften der eingebauten Farbstoffe. Es wurden inerte 
phosphoreszierende Sol-Gel Glaser mit den Farbstoffen Ruthenium(ll)-tris- 
1 , 1 0-phenanthrolin sowie Ruthenium{ll)-tris-4,7-diphenyl-1 , 1 0-phenanthrolin 
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mit Farbstoffgehalten bis zu 40 mM (bezogen auf kg Si0 2 ) nach diesem 
Verfahren hergestellt. Diese Materialien zeichnen sich durch intensive 
Raumtemperaturiumineszenz aus, die durch Sauerstoff nicht geloscht wird. 
Da im Herstellungsprozess die Sol-Gel-Phosphore entweder in 
monolrthischer Form oder als dunne Filme entstehen, mussen Mikropartikel 
durch Pulverisieren hergestellt werden. AnschlieSende Silanisierung der 
Partikel fuhrt zu reaktiven Oberflachen, die zum kovalenten Koppeln von 
Lumineszenzindikatoren oder Biomoiekulen genutzt werden konnen. Die 
Oberflache der Partikel kann hierzu beispielsweise mit Amino-, Epoxy-, 
Hydroxyl-, Thiol- oder/und Carboxylgruppen versehen werden. 

Eine Alternative zur Herstellung von inerten Lumineszenzpartikeln besteht 
darin, organische Polymere als Einbettungsmatrix zu verwenden, die sich 
zum einen durch eine sehr geringe Gaspermeabilitat (zum Ausschluss von 
Sauerstoff) und zum anderen durch eine minimale Wasseraufnahme (um das 
Eindringen ionischer Verbindungen zu verhindern) auszeichnen. Geeignete 
Polymere sind Polyvinylchlorid, Polyvinylidenchlorid f 
Poly(meth)acrylpolymere und insbesondere Polyacrylnitril sowie Copolymere 
davon. 

Polyacrylnitril (PAN) besitzt eine extrem geringe Gaspermeabilitat, teilweise 
hydrophile Eigenschaften und eine sehr geringe Aufnahmekapazitat fur 
Wasser (ca. 2%). AuSerdem konnen die an der Oberflache befindlichen 
Nitrilgruppen der Polymerpartikel beispielsweise zu Carboxylgruppen 
oder/und Amidgruppen verseift bzw. zu Amingruppen umgesetzt werden r 
die dann fur die kovalente Bindung von diversen Biomoiekulen zur 
Verfugung stehen. Aus diesem Grund ist Polyacrylnitril die optimale 
Einbettungsmatrix fur Lumineszenzfarbstoffe als Basis fur inerte Nano- und 
Mikropartikel. 

Weiterhin konnen auch Polyacrylnitril-Copolymere oder Mischpolymere mit 
Polyacrylnitril eingesetzt werden, d.h. Polymere, die Acrylnitril und 
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zusatzlich ein oder mehrere Monomere enthalten, insbesondere 
Polyacrylnitril-Co- oder Mischpolymere mit einem PAN-Gewichtsanteil von 
mindestens 50%, vorzugsweise mindestens 70% und besonders bevorzugt 
mindestens 90%. Ein Copolymer enthalt PAN und ein Comonomer in einer 
Polymerkette. Ein Mischpolymer enthalt eine PAN bzw. PAN- 
COpolymerkomponente in einer Polymerkette und mindestens eine Nicht- 
PAN-Kompenente in einer anderen Polymerkette. Geeignete zusatzliche 
Monomere fur Copolymere und Mischpolymere sind Monomere mit 
hydrophiien oder/und reaktiven Gruppen z.B. Acrylsaure, Acrylamine und 
Acrylester, z.B. Polyethylenglykol-Acrylester oder Gemische davon. Dabei 
kdnnen sich die hydrophiien Gruppen bevorzugt auf der Partikeloberflache 
anreichern. Die an der Oberflache befindlichen hydrophiien oder/und 
reaktiven Gruppen konnen dann zur Kopplung von Bindepartnern wie 
Biomolekulenoderlumineszierendenlndikatormolekulenverwendetwerden. 
Weiterhin konnen diese Gruppen auch zur Vermeidung der Aggregation von 
Partikeln beitragen. 

Die Herstellung lumineszierender Mikro- und Nanopartikei auf der Basis von 
Poiyacrylnttril (PAN) kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. 

A. Ausfallung der Partikel aus einer Losung von PAN bzw. einem PAN- 
Copolymer oder Mischpolymer in einem organischen 
Ldsungsmittel(gemisch), z.B. Dimethylformamid durch kontroliiertes 
Zutropfen von Wasser, wassrigen Losungen, z.B. einer NaCI-Losung, 
oder anderen Flussigkeiten, die mit dem Polymerldsungsmittel 
mischbar sind, jedoch eine Verringerung der Loslichkeit und somit 
eine Ausfallung des Polymers mit dem Lumineszenzfarbstoff 
bewirken. Die Polymerlosung enthalt gleichzeitig den gelosten 
Lumineszenzfarbstoff. Diese Verfahrensvariante ist besonders einfach 
und daher bevorzugt. 

B. Ausfallung der Partikel aus einer Losung von PAN bzw. einem PAN- 
Copolymer oder Mischpolymer in einem organischen 
Ldsungsmrttel(gemisch), z.B. Dimethylformamid, durch kontroliiertes 
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Zutropfen von Wasser, wassrigen Losungen, z.B. einer NaCI-Losung, 
oder anderen Russigkeiten, die mit dem Polymerlosungsmittel 
mischbar sind, jedoch eine Ausfallung des Polymers bewirken. Die 
Polymerlosung enthalt keinen gelosten Lumineszenzfarbstoff. Der 
Lumineszenzf arbstoff wird nachtraglich durch Diffusion in die Partikei 
eingetragen. 

C. Herstellung der Partikei durch Spruhen einer Losung von PAN bzw. 
einem PAN-Copolymer oder Mischpolymer in einem organischen 
Losungsmittel(gemisch), z.B. Dimethylformamid, die den 
Lumineszenzfarbstoff z.B. in Wasser oder Ethanol enthalt, wobei das 
Losungsmittel verdunstet. 

In alien Vorschriften kann der Durchmesser der Partikei durch Veranderung 
des Anteils an Polymer in der Losung gezielt eingestellt werden. Mit 
abnehmendem Anteil an Polymer reduziert sich auch der Durchmesser der 
Partikei. 

Nach der Herstellung und Isoiierung der lumineszierenden Mikro- und 
Nanopartikel kann die Aktivierung der Oberflache mit reaktiven 
Carboxylgruppen, z.B. durch Verseifung der oberflachengebundenen 
Nitrilgruppen in Base, z.B. konzentrierter Natronlauge, erfolgen. Die 
Carboxylgruppen werden aus zwei Grunden benotigt. Zum einen konnen so 
stabile Dispersionen in (pH-)gepufferten Systemen hergestellt werden und 
zum anderen konnen Biomolekule und Lumineszenzindikatoren an der 
Oberflache kovalent gebunden werden. 

ErfindungsgemaBe Partikei, deren Oberflache durch reaktive Gruppen 
modif iziert ist, konnen zur kovalenten Kopplung von Lumineszenzindikatoren 
oder/und Biomolekulen eingesetzt werden. Bei den Lumineszenzindikatoren 
kann es sich um ahnliche Verbindungen handeln, wie sie in der 
Partikelmatrix eingeschlossen sind. Im Unterschied zu den eingeschlossenen 
lumineszierenden Verbindungen stehen die an die Oberflache gekoppelten 
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Lumineszenzindikatoren mit der Umgebung in Kontakt, so dass sie auf 
chemische Umgebungsparameter reagieren konnen. Derart modifizierte 
Partikel konnen als Lumineszenzindikatoren mit interner Referenzierung 
eingesetzt werden. Andererseits oder zusatziich konnen auch Biomolekule 
wie Toxine, Hormone, Hormonrezeptoren, Peptide, Proteine, Lektine, 
Oiigonukleotide, Nukleinsauren, Antikdrper, Antigene, Viren und Bakterien 
an die Oberflache der Partikel gekoppelt werden. Die Kopplung erfolgt uber 
bekannte Methoden, z.B. unter Verwendung von bifunktionellen 
Linkermolekulen. 

AuSerdem konnen die Partikel als Standards zur Referenzierung von 
Lumineszenzintensitatssignalen in fluorometrischen Assays, z.B. bei der 
diagnostischen Bestimmung von Analyten, eingesetzt werden. 

Die Mikro- und Nanopartikel konnen zum einen als lumineszierende 
Standards zur Konvertierung der Lumineszenzintensitat von an der 
Oberflache gebundenen bzw. in der Umgebung befmdiichen 
Lumineszenzindikatoren in Phasensignale oder zeitabhangige Parameter 
(beispielsweise zur Referenzierung des Lumineszenzintensitatssignals von 
optischen Lumineszenzsensoren, wobei die Partikel mit einem 
Luminenszenzindikator in einer festen Phase, wie in WO99/06821 (Klimant) 
beschrieben, gemeinsam immobilisiert werden) und zum anderen als 
Lumineszenzmarker fur die hochempfindliche Detektion bzw. Bestimmung 
von Biomolekuien eingesetzt werden. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist somit auch ein Verfahren zur 
lumineszenzoptischen Bestimmung eines biochemischen oder chemischen 
Parameters unter Verwendung zweier verschiedener Lumineszenzf arbstoff e, 
die unterschiedUche Abklingzeiten aufweisen und das Zeit- oder 
Phasenverhalten der sich ergebenden Lumineszenzantwort zur Bildung einer 
ReferenzgroBe fur die Bestimmung des Parameters verwendet wird, wobei 
der erste Lumineszenzfarbstoff zumindest in der Lumineszenzintensitat auf 
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den Parameter anspricht und der zweite zumindest in der 
Lumineszenzintensitat und der Abklingzeit im Wesentlichen nicht auf den 
Parameter anspricht, wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, dass 
der zweite Lumineszenzfarbstoff in Form von erfindungsgemaBen Partikeln 
eingesetzt wird. Als ReferenzgroBe wird vorzugsweise ein Verhaltnis der 
beiden Lumineszenzintensitatsanteile verwendet, welches unabhangig von 
der Gesamtintensitat des Lumineszenzsignals ist. Alternativ kann als 
ReferenzgroBe auch die Phasenverschiebung der Lumineszenzantwort des 
ersten Lumineszenzfarbstoffs zu der des zweiten Lumineszenzfarbstoffs 
verwendet werden. AuBerdem kann als ReferenzgroBe auch die gemessene 
Phasenverschiebung des Summensignals aus dem Signal des ersten 
Lumineszenzfarbstoffs und dem verzogerten Referenzsignal des zweiten 
Lumineszenzfarbstoffs verwendet werden. Fur weitere Einzelheiten des 
Verfahrens und einer zur Durchfuhrung des Verfahrens geeigneten 
Vorrichtung wird auf WO99/06821 verwiesen. 

Weiterhin soli die Erfindung durch die nachfolgenden Beispiele erlautert 
werden. 

Beispiele 

Beispiel 1 

Herstellung von lumineszierenden Nanopartikeln aus Polyacrylnitril und 
lRuthenium(l!)-tris-4,7-diphenyl-1,10 phenanthrolin] 2 * 

1 g n-Polyacrylnitril (Polysciences Inc.. MW 1 50000) wird zusammen mit 
10mg Ruthenium(ll)-tris-4,7-diphenyl-1,10-phenanthrolin-perchloratin100 
ml Dimethylformamid (DMF) gelost und in ein 1 I Becherglas gefullt. Zu 
dieser Losung werden 400 ml H 2 0 unter standigem Ruhren langsam 
zugetropft. Es entsteht eine leichte Trubung in der Losung. AnschlieBend 
werden 10 ml einer 5%igen Natriumchloridlosung ebenfalls unter standigen 
Ruhren zugegeben. Dabei entsteht ein flockiger Niedersch.lag, der sich uber 
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Nacht am Boden des Becherglases absetzt. Dieser Niederschlag enthalt den 
gesamten Farbstoff und wird durch Zentrifugieren abgetrennt und 
anschlieSend dreimal mit 250 ml einer 0,5%igen NaCI-Losung gewaschen. 
Im nachsten Schritt wird der Niederschlag mit 200 ml Ethanol gewaschen, 
um den an der Oberflache adsorbierten Lumineszenzfarbstoff vollstandig 
auszuwaschen. Der Ethanol wird durch Zentrifugieren vom Niederschlag 
abgetrennt. AnschlieSend erfolgt ein letzter Waschschritt in einer 
0,05%igen NaCI-Losung. Der Niederschlag, der aus den Nanopartikeln 
besteht, wird abgetrennt und in 50 ml H 2 0 aufgenommen. 

Beispiel 2 

Hersteiiung von phosphoreszierenden Nanopartikeln aus Polyacrylnitril und 
[Ruthenium(l!)-tris-1,10 phenanthroiin] 2+ 

1 g n-Polyacrylnitril wird zusammen mit 10 mg Ruthenium(!l)-tris-1 ,10 
phenanthrolin-hexafluorophosphat in 100 ml Dimethylformamid geidst und 
in ein 1 I Becherglas gefullt. Zu dieser Losung werden 400 ml H 2 0 unter 
standigem Ruhren langsam zugetropft. Es entsteht eine leichte Trubung in 
der Losung. AnschlieSend werden 10ml einer5%igen Natriumchloridlosung 
ebenfalls unter standigen Ruhren zugegeben. Dabei entsteht ein 
Niederschlag, der sich uber Nacht am Boden des Becherglases absetzt. 
Dieser Niederschlag enthalt ca. 90% des eingesetzten Farbstoff s und wird 
durch Zentrifugieren abgetrennt und anschlieSend dreimal mit 250 ml einer 
0,5%igen NaCI-Losung gewaschen. Im nachsten Schritt wird der 
Niederschlag mit 200 ml Ethanol gewaschen, um den an der Oberflache 
adsorbierten Lumineszenzfarbstoff vollstandig auszuwaschen. Der Ethanol 
wird durch Zentrifugieren vom Niederschlag abgetrennt. AnschlieBend 
erfolgt ein letzter Waschschritt in einer 0,05%igen NaCI-Losung. Der 
Niederschlag (Nanopartikel) wird abgetrennt und in 50 ml H 2 0 
aufgenommen. 



Beispiel 3 
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Carboxyiierung der Oberflache der lumineszierenden Nanopartikei 

10 ml der Partikelsuspension aus den Beispielen 1 oder 2 mit einem 
Feststoffgehalt von 200 mg Polyacrylnitril werden in 50 ml einer 5%igen 
NaOH-Losung aufgenommen. Die Partikel fallen aus. Die Suspension wird 
fur 45 Minuten unter intensiven Ruhren auf 75 °C erhitzt. Intensiver Geruch 
nach Ammoniak zeigt die Verseifung der an den Oberflachen befindlichen 
Nitrilgruppen an. Nach Aufklaren der truben Losung wird die Natronlauge 
durch Zugabe von HCI neutraiisiert und auf pH 3 eingestellt. Dabei fallen die 
an der Oberlache carboxylierten Partikel wiederum als Niederschlag aus und 
kdnnen abzentrifugiert werden. AbschlieSend werden sie in in 50 ml Puffer 
pH 3 gewaschen, abzentrifugiert und in 10 ml destilliertem Wasser 
aufgenommen. 

Auf analoge Weise kann die Verseifung auch in 8% NaOH bei 25 °C fur 24 
h erfolgen. 

Beispiel 4 

Nanopartikei bestehend aus einem Copolymer aus 90% Polyacrylnitril und 
1 0% Polyacry Isaure und [Ruthenium (ll)-tris-4, 7-diphenyM , 1 0- 
phenantrhrolin] 2+ 

2 g eines selbstsysnthetisierten Acrylnitril-Acrylsaure 1 0:1 Copolymers und 
40 mg [Ruthenium (ll)-tris-4 f 7-diphenyl-1 , 1 0-phenanthrolin] 2 + als 
Trimethylsilylpropansulfonat (Ru(dphphen) 3 TMS 2 ) werden in 400 g DMF 
gelost. Unter Ruhren wird 1 I 10" 3 N NaOH zugetropft und mit Wasser auf 

2 I aufgefullt. Die klare Suspension wird mit 0,1 N HCI auf pH 3 gebracht 
und der Niederschlag durch Zentrifugation abgetrennt. Das Zentrifugat wird 

3 mal mit je 1,8 I Wasser gewaschen und in 200 ml 50 mM Na 2 HP0 4 
mittels Ultraschall resuspendiert. Die klare Suspension wird 20 min auf ca 
80°C erwarmt und nach dem Abkuhlen erneut durch HCI Zugabe auf pH 3 
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gebracht, abzentrifugiert und in 200 ml 50 mM Na 2 HP0 4 rtiittels Ultraschall 
resuspendiert. 

Beispiei 5 

Nanopartikel bestehend aus einem Copolymer aus 95% Polyacrylnitril 
und 5% Polyacrylsaure und [Ru(dph phen) 3 ] 2+ 

2 g Acrylnitril-Acryisaure 20:1 Copolymer und 40 mg Ru(dphphen) 3 TMS 2 
werden in 400 g DMF gelost. Unter Ruhren wird 1 I 1 0" 3 N NaOH 
zugetropft und mit Wasser auf 2 I aufgefullt. Die klare Suspension wird 
mit 0,1 N HCI auf pH 3 gebracht und der Niederschlag durch 
Zentrifugation abgetrennt. Das Zentrifugat wird 3 mal mit je 1,8 I Wasser 
gewaschen und in 200 ml 50 mM Na 2 HP0 4 mittels Ultraschall 

* 

resuspendiert. Die klare Suspension wird 20 min auf ca 80° C erwarmt 
und nach dem Abkuhlen erneut durch HCI Zugabe auf pH 3 gebracht, 
abzentrifugiert und in 200 ml 50 mM Na 2 HP0 4 mittels Ultraschall 
resuspendiert. 

Beispiei 6 

Nanopartikel bestehend aus einem Copolymer aus 99,5% Polyacrylnitril 
und 0,5% Polyacryiamin und [Ru(dph phen) 3 ] 2+ 

0.5 g Acrylnitril - 3-Aminopropylacrylamid - 200:1 Copolymer und 10 
mg Ru(dphphen) 3 TMS 2 werden in 100 g DMF gelost. Unter Ruhren wird 
0.5 I 10" 3 N HCI zugetropft und mit Wasser auf 1 I aufgefullt. Die klare 
Suspension wird mit 0,1 N NaOH auf pH 9 gebracht und der 
Niederschlag durch Zentrifugation abgetrennt. Das Zentrifugat wird 3 mal 
mit je 1 I Wasser gewaschen und in 50 ml Wasser mittels Ultraschall 
resuspendiert. Die Suspension wird 20 min auf ca 80°C erwarmt und 
nach dem Abkuhlen 2 mal mit Wasser gewaschen und resuspendiert. 



Beispiei 7 
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Nanopartikel bestehend aus einem Copolymer aus 90% Polyacrylnitril 
und 5% Poiyacryisaure und 5% Polyethyienglycolmonoethyletheracrylat 
und [Ru(dph phen) 3 ] 2+ 

0.5 g Acryinitril-Acrylsaure-Polyethylenglycolm 

20:1:1 Copolymer und 5 mg Ru(dphphen) 3 TMS 2 werden in 200 g DMF 
gelost. Unter Ruhren wird 1 I 10" 3 N NaOH zugetropft. Die klare 
Suspension wird mit 0.1 N HCI auf pH 3 gebracht und der Niederschlag 
durch Zentrifugation abgetrennt. Das Zentrifugat wird 3 mal mit je 1 I 
Wasser gewaschen und in 1 I 100 mM Na 2 HP0 4 mittels Ultraschall 
resuspendiert. Die klare Suspension wird durch HCI Zugabe auf pH 3 
gebracht, abzentrifugiert und in 200 ml 100 mM Na 2 HP0 4 mittels 
Ultraschall resuspendiert. Die klare Suspension wird 20 min auf ca 80°C 
erwarmt und nach dem Abkuhlen erneut durch HCI Zugabe auf pH 3 
gebracht, abzentrifugiert und in 200 ml 50 mM Na 2 HP0 4 mittels 
Ultraschall resuspendiert. 

Beispiel 8 

Nanopartikel bestehend aus einem Copolymer aus 85% Poiyacrylnrtril, 
5% Poiyacryisaure und 10 % Poiysuifoacrylat und [Ru{dph phen) 3 ] 2+ 

0.5 g Acrylnitril-Acrylsaure-Sulfopropylacrylat 20:1:2 Copolymer und 50 
mg Ru(dphphen) 3 CI 2 werden in 100 g DMF gelost. Unter Ruhren wird 0.5 
I 10 3 N NaOH zugetropft. Die klare Suspension wird mit 0.1 N HCI auf 
pH 3 gebracht und der Niederschlag durch Zentrifugation abgetrennt. Das 
Zentrifugat wird 3 mal mit je 1 I Wasser gewaschen und in 100 ml 50 
mM Na 2 HP0 4 mittels Ultraschall resuspendiert. Die klare Suspension wird 
20 min auf ca 80°C erwarmt und nach dem Abkuhlen erneut durch HCI 
Zugabe auf pH 3 gebracht abzentrifugiert und in 100 ml 50 mM Na 2 HP0 4 
mittels Ultraschall resuspendiert. 



Beispiel 9 
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Charakterisierung von lumineszierenden Partikeln auf Basis von 
Polyacrylnitril oder Polyacrylnitril-Copolymeren 

Die aufgelisteten Partikel mit einem mrttleren Durchmesser von 20 bis 
TOO nm und dem Lumineszenzfarbstoff Ruthenium(ll)-tris-4,7-diphenyl- 
1,1 0-phenanthrofin wurden bei 20°C in einem 20 mM Phosphatpuffer 
(pH 7) vermessen. Die Nanopartikel waren in einer Probe dispergiert. Die 
Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle I dargestellt. 
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Fortsetzung der Tabelle I 
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Anspruche 

Lumineszierende Mikro- und Nanopartikel, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass sie lumineszierende Substanzen mit langen 

Lumineszenzabklingzeiten enthalten und wobei die 

lumineszierenden Substanzen gegenuber chemischen und 

biochemischen Parametern der Umgebung im Wesentlichen 

abgeschirmt sind. 

Partikel nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, 

dass eine oder mehrere Lumineszenzeigenschaften der 

lumineszierenden Substanzen, insbesondere ausgewahlt aus 

Quantenausbeute, spektraler Charakteristik, 

Lumineszenzabklingzeit und Anisotropie von der jeweiligen 

Umgebung im Wesentlichen unabhangig sind. 

Partikel nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei den lumineszierenden Substanzen um Metall- 

Liganden-Komplexe von Ruthenium(II), Osmium(il) Rhenium(l), 

Iridium(lll) Platin(ll) und Palladium{ll)als Zentratatom handelt. 

Partikel nach Anspruche 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei den lumineszierenden Substanzen um Komplexe 
mit 2 oder 3-zahnigen Polypyridylliganden wie 2,2 '-Bipyridin, 
Bipyrazin, Phenanthrolin, Terpyridyl oder deren Abkommlingen als 
Liganden handelt. 
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5. Partikel nach einern der Anspriiche 3-4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei den lumineszierenden Verbindungen um die 
Triskomplexe von Ruthenium(ll) mit 2,2 '-Bipyridyl, 1,10- 
Phenanthrolin, 4, 4-Diphenyl-2,2 '-bipyridyl und 4,7-Diphenyl-1,10- 
phenanthrolin als Liganden handelt. 

6. Partikel nach Anspruche 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei den lumineszierenden Substanzen um 
Carbonylkomplexe von Re(l) mit zusatzlichen Diiminliganden wie 
Abkommlingen von 2,2 '-Bipyridyl und 1,1 0-Phenanthrolin handelt. 

7. Partikel nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei den lumineszierenden Verbindungen um 
Porphyrinkomplexe von Pt(ll) sowie Pd(!l) als Zentraiatom handelt. 

8. Partikel nach einem der Anspruche 1- 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie ein organisches Polymer enthalten, das sich durch geringe 
Wasseraufnahme oder/und minimale Gaspermeabilitat auszeichnet. 

9. Partikel nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie ein organisches Polymer aus der Gruppe der 
Polyacrylnitrile, Poly(meth)acrylcopolymere, Polyvinylchloride oder 
Polyvinylidenchloride und Copolymere davon enthalten. 
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10. Partikel nach Anspruch 9, - < 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie Polyacrylnitril oder Polyacrylnitril-Copolymere, 
insbesondere Copolymere mit Acrylsaure, Acrylaminen oder/und 
Acrylestern enthalten. 

1 1 . Partikel nach einem der Anspruche 1-7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie ein Glas enthalten, das im Wesentlichen frei von 
Mikroporen ist. 

1 2. Partikel nach Anspruch 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie ein Glas enthalten, das nach einem Sol-Gel-Verfahren 
hergestellt worden ist. 

13. Partikel nach Anspruch 11 oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie ein Sol-Gel Glas enthalten, das aus SHizium-, Titan-, 
Zirkonium- oder/und Zinn-tetraalkoholaten hergestellt worden ist. 

1 4. Partikel nach einem der Anspruche 1-13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass ihre Oberflache durch reaktive Gruppen wie Amino-, Epoxy-, 
Hydroxy-, Thiol- oder/und Carboxylgruppen modifiziert ist, weiche 
die kovalente Kopplung von Lumineszenzindikatoren oder/und 
Biomolekulen ermdgiichen. 

15. Partikel nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie an ihrer Oberflache kovalent gekoppelt 
Lumineszenzindikatoren oder/und Biomolekule enthalten. 
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Verfahren zur Herstellung von lumineszierenden Mikro- und 
Nanopartikeln nach einem der Anspruche 8-10, wobei die Partike! 
aus einer Polymerlosung, in welcher die lumineszierende 
Verbindung gelost vorliegt, durch Zutropfen einer Flussigkeit 
ausgefallt werden, wobei die Flussigkeit mit dem 
Polymerlosungsmittel mischbar ist, jedoch eine Verringerung der 
Loslichkeit des Polymers bewirkt. 

Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Partikel aus einer Losung 
bestehend aus Dimethylformamid und Polyacrylnitril oder 
Polyacrylnitril-Copolymer, in welcher die lumineszierende 
Verbindung gelost vorliegt, durch Zutropfen von Wasser oder einer 
wassrigen Losung ausgefallt werden. 

Verfahren nach Anspruch 1 6 oder 1 7, wobei der Durchmesser der 
Partikel durch Variation des Polymergehaltes der Losung eingestellt 
wird. 

Verfahren zur Herstellung von lumineszierenden Mikro- und 
Nanopartikeln nach einem der Anspruche 8-10, wobei die 
lumineszierende Verbindung in bereits vorgefertigte Partikel aus 
einem Losungsmittel(gemisch) durch Diffusion eingebaut wird. 

Verfahren zur Herstellung von lumineszierenden Mikro- und 
Nanopartikeln nach einem der Anspruche 8-10, wobei die Partikel 
durch Verspruhen einer Polymerlosung, in welcher die 
lumineszieremde Verbindung gelost vorliegt und Verdampfung des 
Losungsmittels entstehen. 

Verfahren nach Anspruch 20 wobei der Durchmesser der Partikel 
durch Variation des Polymergehaltes der Spruhlosung eingestellt 
wird. 
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Verfahren zur Hersteilung von lumineszierenden Mikropartikeln 
nach einem der Anspruche 11 - 13, wobei die lumineszierende 
Verbindung in verdichtete monolithische Sol-Gel Glaser eingebaut 
wird, welche anschlieBend gemahien und nach GroBe fraktioniert 
werden. 

Verwendung der lumineszierenden Mikro- und Nanopartikel nach 
einem der Anspruche 1 - 14 zur Markierung und 
lumineszenzoptischen Detektion von Biomolekulen aus der Gruppe 
der Toxine, Hormone, Hormonrezeptoren, Peptide, Proteine, 
Lektine, Oligonukleotide, Nukleinsauren, Antikorper, Antigene, 
Viren und Bakterien. 

Verwendung der lumineszierenden Mikro- und Nanopartikel nach 
einem der Anspruchen 1 - 1 4 als Standards zur Referenzierung von 
Fluoreszenzintensitatssignalen in fluorimetrischen Assays. 

Verwendung nach Anspruch 23, wobei durch die Zugabe des 
Standards zur Probe die Intensitatsinformation in ein Phasensignal 
oder/und einen zeitabhangigen Parameter konvertiert wird. 

Verwendung der lumineszierenden Mikro- und Nanopartikel nach 
einem der Anspruche 1 - 1 4 zur Referenzierung des 
Lumineszenzintensitatssignafs von optischen 
Lumineszenzsensoren, wobei die Partikel mit einem 
Lumineszenzindikator in einer festen Phase gemeinsam 
immobilisiert werden, 

Verfahren zur lumineszenzoptischen Bestimmung eines 
biochemischen oder chemischen Parameters unter Verwendung 
zweier verschiedener Lumineszenzfarbstoffe, die unterschiedliche 
Abklingzeiten aufweisen und das Zeit- oder Phasenverhalten der 
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sich ergebenden Lumineszenzantwort zur Bildung einer 
ReferenzgroSe fur die Bestimmung des Parameters verwendet 
wird, wobei der erste Lumineszenzfarbstoff zumindest in der 
Lumineszenzintensitat auf den Parameter anspricht und der zweite 
zumindest in der Lumineszenzintensitat und der 
Lumineszenzabklingzeit nicht auf den Parameter anspricht, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der zweite Lumineszenzfarbstoff in Form von Partikeln nach 
einem der Anspruche 1-15 eingesetzt wird. 
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= (54) Title: PRODUCTION AND USE OF LUMINESCENT MICROPARTICLES AND NANOPARTICLES 

|| (54) Bezeichnung: HERSTELLUNG UND ANWENDUNG VON LUMINESZIERENDEN MIKRO- UND NANOPARTIKELN 

(57) Abstract: The invention relates to the composition, production and use of luminescent microparticles and nanoparticles. These 
j== particles can either be used as internal standards for referencing fluorescence signals, or as markers for marking and detecting 
= biomolecules. Luminescence dyes are incorporated, in inert form, into solid materials such that they are protected from the influence 
55 of chemical and biological compounds in aqueous sample constituents. In this incorporated form, the photophysical characteristics 
= of the dyes (spectral characteristic, luminescence quantum efficiency, luminescence fading time and polarization) remain unaffected 
S by sample parameters that vary. Compact inorganic materials or organic polymers are selected, in particular, as an incorporating 
— matrix which, due to their structure, do not receive biomolecules, small neutral molecules as well as ionic compounds. In particular, 
the interfering influence of molecular oxygen, of an efficient luminescence quencher, on luminescence measurements is eliminated 
in this manner. The surface of the nanoparticles and microparticles can be provided with reactive surfaces in order to enable covalent 
^ coupling of biochemicals or to eliminate the aggregation of the particles. 



O 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft die Zusammensetzung, Herstellung und Verwendung von lumineszierenden Mikro- 
und Nanopartikeln. Diese Partikel kdnnen entweder als interne Standards zur Referenzierung von Fluoreszenzsignaien, oder als 
Marker zur Markierung und Detektion von Biomolekulen verwendet werden. Lumineszenzfarbstoffe werden in inerter Form in feste 
Materialien eingebaut, das heisst vom Einfluss von chemischen und biologischen Verbindungen in wassrigen Probenbestandteilen 
abgeschirmL In dieser eingebauten Form bleiben die photophysikalischen Eigenschaften der Farbstoffe (spektrale Charakteristik, 
Lumineszenzquantenausbeute, Lumineszenzabklingzeit und Polarisation) von wechselnden Probenparametern unbeeinflusst Als 
Einbaumatrix werden insbesondere dichte anorganische Materialien oder organische Polymere ausgewahlt, die aufgrund ihrer Struk- 
tur die Aufhahme von Biomolekulen, kleinen neutralen Molekulen sowie ionischen Verbindungen ausschliessen. Insbesondere der 
storende Einfluss von molekularem Sauerstoff , einem effizienten Lumineszenzloscher, auf Lumineszenzmessungen wird auf diese 
Weise eliminiert. Die Oberflache der Nano- und Mikropartikel kann mit reaktiven Oberflachen versehen sein, um die kovalente 
Kopplung von Biomolekulen zu ermoglichen bzw. das Aggregieren der Partikel zu eliminieren. 
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Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on 
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der PCT-Gazette verwiesen. 



GEANDERTE ANSPRUCHE 

[beim Inteniationaien Bttro am 24. Februar 2001 (24.02.01) eingegangen; 
urspriingliche Ansprilche 1-27 durch geSnderte Anspriiche 1-27 ersetzt (6 Seiten)] 

Lumineszierende Mikro- und Nanopartikel, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass sie lumineszierende Substanzen mit langen 

Lumineszenzabklingzeiten enthalten und wobei die 

lumineszierenden Substanzen gegenuber chemischen und 

biochemischen Parametern der Umgebung im Wesentlichen 

gasundurchlassig abgeschirmt sind. 

Partikel nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, 

dass eine oder mehrere Lumineszenzeigenschaften der 

lumineszierenden Substanzen, insbesondere ausgewahlt aus 

Quantenausbeute, spektraler Charakteristik, 

Lumineszenzabklingzeit und Anisotropie von der jeweiligen 

Umgebung im Wesentlichen unabhangig sind. 

Partikel nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei den lumineszierenden Substanzen um Metall- 

Liganden-Komplexe von Ruthenium(ll), Osmium(ll) Rhenium(l), 

Iridium(III) Platin(ll) und Palladium(ll)als Zentralatom handelt. 

Partikel nach Anspruche 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei den lumineszierenden Substanzen um Komplexe 
mit 2 oder 3-zahnigen Polypyridylliganden wie 2,2 '-Bipyridin, 
Bipyrazin, Phenanthroiin, Terpyridyl oder deren Abkommlingen als 
Liganden handelt. 
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Partikel nach einem der Anspruche 3-4, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei den lumineszierenden Verbindungen um die 

Triskomplexe von Ruthenium(ll) mit 2,2 '-Bipyridyl, 1,10- 

Phenanthrolin, 4,4-Diphenyl-2,2 '-bipyridyl und 4,7-Diphenyl-1 ,1 0- 

phenanthrolin als Liganden handelt. 

Partikel nach Anspruche 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei den lumineszierenden Substanzen um 

Carbonylkomplexe von Red) mit zusatziichen Diiminliganden wie 

Abkommlingen von 2,2 '-Bipyridyl und 1 ,10-Phenanthrolin handelt. 

Partikel nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei den lumineszierenden Verbindungen um 

Porphyrinkomplexe von Pt(ll) sowie Pd(ll) als Zentralatom handelt. 

Partikel nach einem der Anspruche 1-7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie ein organisches Polymer enthalten, das sich durch geringe 
Wasseraufnahme oder/und minimaie Gaspermeabilitat auszeichnet. 

Partikel nach Anspruch 8, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass sie ein organisches Polymer aus der Gruppe der 

Polyacrylnitrile, Poly(meth)acrylcopolymere, Polyvinylchloride oder 

Polyvinylidenchloride und Copolymere davon enthalten. 
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10. Partikel nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie Polyacrylnitril oder Polyacrylnitril-Copolymere, 
insbesondere Copolymere mit Acrylsaure, Acrylaminen oder/und 
Acrylestern enthalten. 

1 1 . Partikel nach einem der Anspruche 1 - 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie ein Glas enthalten, das im Wesentlichen frei von 
Mikroporen ist. 

12. Partikel nach Anspruch 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie ein Glas enthalten, das nach einem Sol-Gel-Verfahren 
hergestellt worden ist. 

13. Partikel nach Anspruch 11 oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie ein Sol-Gel Glas enthalten, das aus Silizium-, Titan-, 
Zirkonium- oder/und Zinn-tetraalkoholaten hergestellt worden ist. 

1 4. Partikel nach einem der Anspruche 1-13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass ihre Oberflache durch reaktive Gruppen wie Amino-, Epoxy-, 
Hydroxy-, Thiol- oder/und Carboxylgruppen modifiziert ist, welche 
die kovalente Kopplung von Lumineszenzindikatoren oder/und 
Biomolekulen ermoglichen. 

15. Partikel nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie an ihrer Oberflache kovalent gekoppelt 
Lumineszenzindikatoren oder/und Biomolekiile enthalten. 
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16. Verfahren zur Hersteltung von lumineszierenden Mikro- und 
Nanopartikeln nach einem der Anspruche 8-10, wobei die Partike! 
aus einer Polymerlosung, in welcher die lumineszierende 
Verbindung gelost vorliegt, durch Zutropfen einer Flussigkeit 
ausgefallt werden, wobei die Flussigkeit mit dem 
Polymerlosungsmittel mischbar ist, jedoch eine Verringerung der 
Loslichkeit des Polymers bewirkt. 

17. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Partikel aus einer Losung 
bestehend aus Dimethylformamid und Polyacrylnitril Oder 
Polyacrylnitril-Copolymer, in welcher die lumineszierende 
Verbindung gelost vorliegt, durch Zutropfen von Wasser oder einer 
wassrigen Losung ausgefallt werden. 

18. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, wobei der Durchmesser der 
Partikel durch Variation des Polymergehaltes der Losung eingestellt 
wird. 

1 9. Verfahren zur Herstellung von lumineszierenden Mikro- und 
Nanopartikeln nach einem der Anspruche 8-10, wobei die 
lumineszierende Verbindung in bereits vorgefertigte Partikel aus 
einem Ldsungsmittel(gemisch) durch Diffusion eingebaut wird. 

20. Verfahren zur Herstellung von lumineszierenden Mikro- und 
Nanopartikeln nach einem der Anspruche 8-10, wobei die Partikel 
durch Verspruhen einer Polymerlosung, in welcher die 
lumineszierende Verbindung gelost vorliegt und Verdampfung des 
Losungsmittels entstehen. 
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Verfahren nach Anspruch 20 wobei der Durchmesser der Partikel 
durch Variation des Polymergehaltes der Spruhlosung eingestellt 
wird. 
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22. Verfahren zur Herstellung von lumineszierenden Mikropartikeln 
nach einem der Anspruche 11-13, wobei die lumineszierende 
Verbindung in verdichtete monolithische Sol-Gel Glaser eingebaut 
wird, welche anschliefcend gemahlen und nach Grofce fraktioniert 
werden. 

23. Verwendung der lumineszierenden Mikro- und Nanopartikel nach 
einem der Anspruche 1 - 1 4 zur Markierung und 
lumineszenzoptischen Detektion von Biomolekulen aus der Gruppe 
der Toxine, Hormone, Hormonrezeptoren, Peptide, Proteine, 
Lektine, Oligonukleotide, Nukleinsauren, Antikorper, Antigene, 
Viren und Bakterien. 

24. Verwendung der lumineszierenden Mikro- und Nanopartikel nach 
einem der Anspruchen 1 - 1 4 als Standards zur Referenzierung von 
Fluoreszenzintensitatssignalen in fluorimetrischen Assays. 

25. Verwendung nach Anspruch 23, wobei durch die Zugabe des 
Standards zur Probe die Intensitatsinformation in ein Phasensignal 
oder/und einen zeitabhangigen Parameter konvertiert wird. 

26. Verwendung der lumineszierenden Mikro- und Nanopartikel nach 
einem der Anspruche 1 - 14 zur Referenzierung des 
Lumineszenzintensitatssignals von optischen 
Lumineszenzsensoren, wobei die Partikel mit einem 
Lumineszenzindikator in einer festen Phase gemeinsam 
immobilisiert werden. 

27. Verfahren zur lumineszenzoptischen Bestimmung eines 
biochemischen oder chemischen Parameters unter Verwendung 
zweier verschiedener Lumineszenzfarbstoffe, die unterschiedliche 
Abklingzeiten aufweisen und das Zeit- oder Phasenverhalten der 
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sich ergebenden Lumineszenzantwort zur Bildung einer 
ReferenzgroRe fur die Bestimmung des Parameters verwendet 
wird, wobei der erste Lumineszenzfarbstoff zumindest in der 
Lumineszenzintensitat auf den Parameter anspricht und der zweite 
zumindest in der Lumineszenzintensitat und der 
Lumineszenzabklingzeit nicht auf den Parameter anspricht, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der zweite Lumineszenzfarbstoff in Form von Partikein nach 
einem der Anspruche 1-15 eingesetzt wird. 
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